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VERWENDUNG VON 1-ARYLSEMICARBAZIDEN ZUR STABILISIERUNG VON ENZYMSUBSTRATEN, ENT- 
SPRECHENDE VERFAHREN UND DIAQNOSTISCHES MITTEL ENTHALTEND EINEN SOLCHEN STABILISA- 
TOR 



Die Erfindung betrifft die Verwendung eines 1-Arylsemicarbazides zur Stabilisierung eines Enzymsub- 
strates, aus dem durch enzymatische Hydrolyse ein Leukofarbstoff gebildet werden kann, der seinerseits 
durch ein Oxidationsmittel zu einem Farbstoff umgesetzt werden kann. 

Weiter betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Stabilisierung eines wie vorstehend charakterisierten 
5 Enzymsubstrats. 

Schliefilich betrifft die Erfindung ein diagnostisches Mittel zur kolorimetrischen Bestimmung eines 
Enzyms enthaltend ein Enzymsubstrat aus dem durch enzymatische Hydrolyse ein Leukofarbstoff gebildet 
werden kann, der seinerseits durch ein Oxidationsmittel zu einem Farbstoff umgesetzt werden kann. 

Unter Hydrolasen werden Enzyme verstanden, welche Bindungen unter Wasserverbrauch, hydrolytisch, 

70 spalten. In der klinischen Chemie und in der Diagnostik hat in den letzten Jahren vor allem die Bestimmung 
der Aktivitat solcher Hydrolasen an Bedeutung gewonnen, welche Ester- und Etherbindungen spalten. Zu 
nennen sind hier beispielhaft: Esterasen, wie z. B. die in Leukocyten vorkommenden Carboxylester 
spaltenden Enzyme oder Phosphatasen, wie z. B. alkalische oder saure Phosphatases die Phosphorsauree- 
ster hydrolisieren. Fur die Diagnostik von Erkrankungen der Niere und des Urogenitaltraktes hat es sich als 

15 ntitzlich erwiesen, Leukozyten anhand der ihnen innewohnenden esterolytischen Aktivitat in Urin nachzuwei- 
sen. Die Aktivitatsbestimmung der sauren Phosphatase ist ein wertvolles Mittel zur Fruhdiagnose von 
Prostata-Karzinomen. Alkalische Phosphatase kann als Markerenzym fur Enzymimmunoassays eingesetzt 
werden. 

Glykosidasen, wie z. B. Galactosidasen, Glucosidasen, Mannosidasen, Amylase oder N-Acetyl-/3-D- 

20 glucosaminidase spalten glykosidische Bindungen. Sie erfullen im menschlichen und tierischen Organismus 
eine vielfache physiologische Funktion. So spielt beispielsweise die jS-D-Galactosidase eine gewichtige 
Rolle im Kohlenhydratstoffwechsel, da durch sie die Hydrolyse der Lactose erfolgt. Daruber hinaus stellt die 
0-D-Galactosidase das Schlusselenzym beim Abbau von Glycolipiden, Mucopolysacchariden und Glycopro- 
teinen dar. Als weitere physiologisch bedeutsame Glycosidasen sind zu nennen: die a-D-Galactosidase, die 

25 a-D- und ^i-D-Glucosidase sowie die a-D-Mannosidase. 

Uber ihren physiologischen Stellenwert hinaus haben die Glycosidasen in den letzten Jahren im 
diagnostischen sowie im biotechnologischen Bereich an Bedeutung gewonnen. So werden beispielsweise 
diese Enzyme in zunehmendem Mafie als Indikator-Enzym fur Enzymimmunoassays eingesetzt. Besonders 
bevorzugt wird in diesem Zusammenhang die j8-D-Galactosidase. 

30 Das Vorhandensein des Enzyms N-Acetyl-jS-D-glucosaminidase (jS-NAGase) in Korperflussigkeiten ist 
ein wertvoller Indikator fur Krankheiten oder Fehlfunktionen im Organismus. Im Ham sind z. B. erhohte 
Werte bei Nierenubertragungen ein Zeichen fur die Abstoflung der Spenderniere. Erhohte Werte treten 
ebenso auf bei einer Vielzahl von Krankheitsbildern und von toxischen Schadigungen der Niere. Im 
Speichel von Frauen ist die NAGase-Aktivitat ein Indikator fur Fruchtbarkeit und Schwangerschaft. 

35 Zum Nachweis von Hydrolasen konnen diese mit einem geeigneten Substrat versetzt werden, das 
enzymatisch gespalten wird und hierbei ein nur schwach gefarbtes oder vorzugsweise ein farbloses 
Spaltprodukt freisetzt, das durch Oxidation in einen Farbstoff uberfuhrt werden kann. Das aus dem Substrat 
freigesetzte nur schwach gefarbte oder vorzugsweise farblose Spaltprodukt wird als Leukofarbstoff bezeich- 
net. Entsprechende Substrate und Hydrolasebestimmungsverfahren sind aus dem Stand der Technik 

40 bekannt, beispielsweise aus EP-A-0 274 700. 

Allgemein konnen vorstehende Bestimmungsverfahren durch folgendes Reaktionsschema dargestellt 
werden: 

45 Hydrolase 

G-O-L > G-OH + HO-L 

H 2 0 



Oxidationsmittel 



EP 0 433 853 A1 



G-O-L bezeichnet das Hydrolase-Substrat, aus dem unter Einwirkung eines entsprechenden Hydrolase- 
Enzyms in Anwesenheit von Wasser Spaltprodukte entstehen. G-OH kann eine entsprechende Saure oder 
ein Alkohol, wie z. B. ein Zucker sein. HO-L ist ein Leukofarbstoff, der zu einem Farbstoff, F, oxidiert 
werden kann. 

5 In der Regel sind Hydrolase-Substrate der vorgenannten Art schwieriger zu oxidieren, als die aus ihnen 
durch Hydrolyse freisetzbaren Leukofarbstoffe. Dies ist insbesondere auch deshalb wichtig, weil diese 
Hydrolase-Substrate meist zusammen mit Oxidationsmitteln eingesetzt und auch oft in Kontakt mit diesen 
aufbewahrt und gelagert werden. 

Substrate, wie sie vorstehend dargestellt sind, werden vorteilhaft dort eingesetzt, wo das kolorimetrische 

10 Bestimmungsverfahren von nicht gefarbten Substraten ausgehen und zu stark gefarbten Endprodukten 
einer enzymatischen Spaltung fuhren soil. Dies ist z. B. dann der Fall, wenn das Substrat in hohen 
Konzentrationen, beispielsweise auf Teststreifen, eingesetzt wird und/oder wenn eine moglichst hone 
Empfindlichkeit des Bestimmungsverfahrens erreicht werden soli. Werden Substrate, die selbst schon 
gefarbt sind, noch dazu in hohen Konzentrationen eingesetzt, dann kann diese Eigenfarbung eine bei 

75 geringer Enzymkonzentration nur schwache Verfarbung durch die Bestimmungsreaktion verdecken und 
damit zu einem unempfindlichen Test fuhren. Die Vorteile von ungefarbten Hydrolase-Substraten bleiben 
verstandlicherweise deshalb nur solange erhalten, wie die Substrate auch bei langerer Lagerung ungefarbt 
bleiben und sich unter den Lagerungsbedingungen nicht verfarben. Es muS deshalb das Bestreben sein, 
solche Hydrolase-Substrate in einer moglichst lagerstabilen Form aufzubewahren, so dafi auch langere 

20 Aufbewahrungen und/oder hohere Temperaturen nicht zu Verfarbungen fuhren. 

Benotigt werden folglich Stabilisatoren fur Hydrolase-Substrate der beschriebenen Art, die a) selbst gut 
lagerfahig sind und sich lange Zeit, u. U. auch bei erhohter Temperatur ohne Verfarbung aufbewahren 
lassen, die b) durch gleichzeitig anwesende Oxidationsmittel, wie beispielsweise Jodat nicht oxidiert werden 
und die c) die Oxidation von aus dem Hydrolase-Substrat freigesetztem Leukofarbstoff nicht behindern. 

25 Aus DE-A-27 16 060 sind 1-Arylsemicarbazide bekannt, die Oxidationsindikatoren gegen Umwelteinflus- 
se wie Luft und Licht stabilisieren. Diese Oxidationsindikatoren dienen zum kolorimetrischen Nachweis von 
Wasserstoffperoxid. Sie werden deshalb verstandlicherweise nicht in Anwesenheit starker Oxidationsmittel 
aufbewahrt. Die Stabilisierung der Oxidationsindikatoren verhindert nicht die bestimmungsgemafle Reaktion 
der Indikatoren mit dem nachzuweisenden Oxidationsmittel. 

30 Gegenuber diesem Stand der Technik war es uberraschend festzustellen, dafl 1-Arylsemicarbazide 
auch in der Lage sind, Hydrolase-Substrate der eingangs beschriebenen Art zu stabilisieren, die selbst 
keine Oxidationsindikatoren darstellen, da sie ja gerade nicht in Anwesenheit starker Oxidationsmittel 
reagieren sollen, auf der anderen Seite aber nach Hydrolyse durch das zu bestimmende Enzym durch 
Oxidation der entsprechenden Leukofarbstoffe die Anwesenheit dieses Enzyms durch Farbbildung ungehin- 

35 dert anzeigen mussen. 

Die erfindungsgemafle Stabilisierung von Hydrolase-Substraten, aus denen durch enzymatische Hydro- 
lyse ein Leukofarbstoff gebildet werden kann, der seinerseits durch ein Oxidationsmittel zu einem Farbstoff 
umgesetzt werden kann, ist in den Patentanspruchen charakterisiert. 

Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines 1-Arylsemicarbazides der allgemeinen Formel I 

40 

Ar-NH-NH-COIMH 2 (I) 

in der 
Ar 

45 einen gegebenenfalls durch Alkyl, Alkoxy oder Halogen substituierten Arylrest bedeutet, 

zur Stabilisierung eines Enzymsubstrats, aus dem durch enzymatische Hydrolyse ein Leukofarbstoff 
gebildet werden kann, der seinerseits durch ein Oxidationsmittel zu einem Farbstoff umgesetzt werden 
kann. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Stabilisierung eines Enzymsubstrats, aus 
so dem durch enzymatische Hydrolyse ein Leukofarbstoff gebildet werden kann, der seinerseits durch ein 
Oxidationsmittel zu einem Farbstoff umgesetzt werden kann, dadurch gekennzeichnet, daC das Substrat in 
Kontakt mit einem 1-Arylsemicarbazid der allgemeinen Forme] I 

Ar-NH-NH-CONH 2 (I) 

55 

in der 
Ar 

einen gegebenenfalls durch Alkyl, Alkoxy oder Halogen substituierten Arylrest bedeutet, 
3 
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gebracht wird. 

Schliefilich ist Gegenstand der Erfindung ein diagnostisches Mittel zur kolorimetrischen Bestimmung 
eines Enzyms enthaltend ein Enzymsubstrat aus dem durch enzymatische Hydrolyse ein Leukofarbstoff 
gebildet werden kann, der seinerseits durch ein Oxidationsmittel zu einem Farbstoff umgesetzt werden 
5 kann, dadurch gekennzeichnet, da/5 es zur Stabilisierung des Enzymsubstrats ein 1-Arylsemicarbazid der 
allgemeinen Formel I 

Ar-NH-NH-CONH 2 (I) 

w in der 
Ar 

einen gegebenenfalls durch Alkyl, Alkoxy oder Halogen substituierten Arylrest bedeutet, 
enthalt. 

"Aryl" in der Bedeutung der 1-Arylsemicarbazide der allgemeinen Formel I bezeichnet einen Kohlen- 
15 stoffaromatenrest, vorzugsweise einen solchen mit 6 - 10 Ringatomen, insbesondere die Phenyl- und 
Naphthylgruppe. 

"Alkyl" bedeutet einen geradkettigen oder verzweigten Alkylrest mit 1 - 6, vorzugsweise 1 - 4 C- 
Atomen. Beispiele sind die Methyl-, Ethyl-, Propyl-, iso-Butyl- oder tert.-Butylgruppe. Bevorzugt sind der 
Methyl- und Ethylrest. 

20 "Alkoxy" steht fur einen geradkettigen oder verzweigten Alkoxyrest mit 1 - 6, vorzugsweise 1 - 4 C- 
Atomen. Beispiele sind die Methoxy-, Ethoxy-, Propyloxy-, iso-Butyloxy- Oder tert.-Butyloxygruppe. Bevor- 
zugt sind der Methoxy- und Ethoxyrest. 

"Halogen" bedeutet Fluor, Chlor, Brom oder Jod, vorzugsweise Chlor. 

Besonders vorteilhaft haben sich fur die erfindungsgemaCe Verwendung o-Chlor-, m-Chlor-, p-Chlor-, o- 
25 Methyl-, m-Methyl, p-Methyl-, o-Methoxy-, m-Methoxy-, p-Methoxy- und unsubstituiertes Phenylsemicarba- 
zid und Naphthylsemicarbazid erwiesen. Ganz besonders geeignet sind Methylphenylsemicarbazide und 
Phenylsemicarbazid. Besonders bevorzugt ist p-Methylphenylsemicarbazid. 

Die erfindungsgema/S eingesetzten 1-Arylsemicarbazide der allgemeinen Formel I erhohen nicht nur die 
Lagerfahigkeit von Hydrolase-Substraten der eingangs genannten Art in Abwesenheit, sondern vor allem 
30 auch in Anwesenheit starker Oxidationsmittel, wie Kaliumhexacyanoferrat (III), Perborat, 
Peroxidase/Wasserstoffperoxid oder vorzugsweise einem Jodat, wie Kaliumjodat. 

Der Effekt der Stabilisierung bezieht sich auf in Losung, vor allem in wassriger Losung befindliche 
Substanzen, insbesondere aber auf feste, ungeioste Hydrolase-Substrate, gegebenenfalls im Gemisch mit 
einem Oxidationsmittel und festem ungelostem 1-Arylsemicarbazid, seien es beispielsweise Kristalle, 
35 Pulver, Lyophilisate oder in Tablettenform geprefite feste Substanzen. Eine Stabilisierung in Form der 
Verhinderung einer Verfarbung von Hydrolase-Substraten ist vorzugsweise bei Testtragern moglich, bei 
denen Hydrolase-Substrat und Oxidationsmittel tragergebunden entweder zusammen auf oder in einem 
saugfahigen oder quellbaren Tragermaterial wie Papier oder einem Polymerfilm vorliegen oder bei denen 
Hydrolase-Substrat und Oxidationsmittel in oder auf getrennte Tragermaterialien vorliegen, die jedoch 
40 ihrerseits miteinander in direkter Beruhrung und in Kontakt zueinander stehen. 

Beispiele fur Testtrager zur Bestimmung von Hydrolasen sind beispielsweise in Figuren 1 und 2 dargestellt. 

Fig. 1 zeigt die Seitenansicht eines Testtragers (1) zur kolorimetrischen Bestimmung eines Hydrolase- 
Enzyms. Auf einer Tragerfolie (2), vorzugsweise aus steifem Kunststoff, ist ein saugfahiger Reagenztrager 
(3) mittels eines Abdecknetzes (4), das mit Schmelzkleber (5) auf der Tragerfolie (2) befestigt ist, fixiert. Der 
45 saugfahige Reagenztrager (3) kann beispielsweise aus Papier bestehen, das mit den fur die Bestimmung 
notwendigen Reagenzien, insbesondere Hydrolase-Substrat, Oxidationsmittel und Stabilisator impragniert 
ist. Die Reagenzien konnen auf einmal, d. h. in einem Schritt, aus einer Losung auf den Reagenztrager (3) 
aufgebracht worden sein, oder sie konnen in mehreren Schritten durch Trankung aus getrennten Losungen 
aufimpragniert worden sein. Vorzugsweise wird der Reagenztrager (3) erst mit einer Losung des Oxida- 
se tionsmittels, das gegebenenfalls in einer den fur die Bestimmungsreaktion notwendigen pH-Wert einstellen- 
den Pufferlosung gelost ist, impragniert, dann getrocknet und anschlieCend mit einer Losung, die das 
Hydrolase-Substrat und den erfindungsgema/ten Stabilisator enthalt, ein zweites Mai impragniert. 

Fig. 2 zeigt ebenfails die Seitenansicht eines Testtragers (6) zur kolorimetrischen Bestimmung eines 
Hydrolase-Enzyms. Er ist ahnlich wie der Testtrager gema/3 Fig. 1 aufgebaut. Er enthalt jedoch unter dem 
55 Abdecknetz (4), das mit Schmelzkleber (5) auf einer Tragerfolie (2) befestigt ist, aufier einem saugfahigen 
Reagenztrager (3) ein Netz (7). Dieses Netz, das vorzugsweise aus Polymermaterial besteht, ist mit dem 
Oxidationsmittel impragniert. Der Reagenztrager (3) enthalt Hydrolase-Substrat, Stabilisator und gegebe- 
nenfalls Puffersubstanz zur Einstellung eines zur Durchfuhrung der Bestimmungsreaktion notwendigen pH- 

4 
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Wertes. 

Wird auf das Abdecknetz (4) der Testtrager gema/i Fig. 1 oder 2 eine Hydrolase-haltige Losung 
aufgegeben oder die Testtrager in eine solche Losung eingetaucht, dringt die Probe schnell durch das 
Abdecknetz (4) und unter Losung der impragnierten Reagenzien in den saugfahigen Reagenztrager (3) ein. 

5 Dort findet bei Anwesenheit von Hydrolase die eingangs beschriebene Reaktionsfolge statt, an deren Ende 
ein Farbstoff gebildet wird, der auf den Testtragern visuell festgestellt oder remissionsphotometrisch 
vermessen werden kann und so Aufschlufl uber die Konzentration des zu bestimmenden Enzyms in der zu 
untersuchenden Probe gibt. 

Es hat sich gezeigt, da/3 bei erfindungsgemafler Verwendung der 1-Arylsemicarbazide der allgemeinen 

70 Formel I eine bemerkenswerte Stabilisierung von Hydrolase-Substraten der eingangs beschriebenen Art 
stattfindet. Diese Stabilisierung lafit sich vor allem an der wesentlich verringerten oder vollig fehlenden 
Verfarbung solcher Hydrolase-Substrate feststellen, wenn sie allein oder zusammen mit Oxidationsmitteln, 
wie beispielsweise Jodat, insbesondere bei erhohter Temperatur und Lichteinwirkung aufbewahrt werden. 
Vorzugsweise werden zur Erzielung einer Stabilisierung Hydrolase-Substrat und 1-Arylsemicarbazid so 

15 gemischt, dafi nach Kontaktierung mit der zu untersuchenden Flussigkeit die Konzentration der 1-Arylsemi- 
carbazide der allgemeinen Formel I in der Probenflussigkeit 0,25 - 50 m Mo l/l, besonders bevorzugt 0,5 -20 
mMol/l betragt, wahrend die Konzentration des Enzymsubstrats unter den gleichen Bedingungen 2,5 - 50 
mMol/l, besonders bevorzugt 5 - 30 mMol/l ist. Wenn die Reagenzien auf Testtragern wie beispielsweise 
solchen gemafi Fig. 1 und 2 eingesetzt werden, entsprechen die vorgenannten Konzentrationen auch den 

20 Konzentrationen der zur Impragnierung der verwendeten Tragermaterialien verwendeten Losungen. 

Der stabilisierende Effekt der 1-Arylsemicarbazide der allgemeinen Formel I auf Hydrolase-Substrate 
der eingangs beschriebenen Art zeigt sich nicht nur im neutralen und alkalischen Milieu, sondern vor allem 
auch im sauren pH-Bereich ab etwa pH 3,5. 

Insbesondere bei Testtragern gema/3 Fig. 2 hat es sich gezeigt, daS die Konzentration an Arylsemicar- 

25 bazid verringert werden kann, ohne die Stabilisierung des Hydrolase-Substrates zu vermindem, wenn das 
Reagenzpapier (3) neben dem Hydrolase-Substrat und 1-Arylsemicarbazid Ascorbinsaure oder Thiosulfat 
enthalt. Es ist hierbei jedoch darauf zu achten, da/3 die Menge an Oxidationsmittel in Netz (7) so gro/3 ist, 
da/3 bei Probenaufgabe und folgender Reagenzkomponentenvermischung die Ascorbinsaure oder das 
Thiosulfat sehr schnell oxidiert wird und dann noch ausreichend Oxidationsmittel zur Oxidation enzymatisch 

30 gebildeten Leukofarbstoffs zur Verfugung steht. Durch eine solche Ascorbinsaure- oder Thiosulfatzugabe 
kann nicht nur die 1-Arylsemicarbazid-Konzentration gesenkt werden. Es ist au/terdem uberraschenderweise 
eine schnellere Farbentwicklung bei der Hydrolase-Bestimmung zu beobachten. 

Als effektiv hat sich die Verwendung von 1-Arylsemicarbaziden der allgemeinen Formel I fur die 
Stabilisierung vor allem solcher Hydrolase-Substrate erwiesen, die durch Hydrolyse 3-Hydroxy-indol liefern 

35 Oder ein im Indolkern substituiertes 3-Hydroxy-indol, beispielsweise 5-Brom-4-chlor-3-hydroxyindol. 

Die Verwendung von 1-Arylsemicarbaziden der allgemeinen Formel I hat sich insbesondere fOr die 
Stabilisierung von Hydrolase-Substraten der allgemeinen Formel II 



40 



45 




(ID 



bewahrt, in der 

50 G 

einen organischen oder anorganischen Saurerest oder einen Glycosidrest darsteilt, 
R' und R 2 , 

die gleich oder verschieden sind, Wasserstoff, Halogen, S0 3 H, P0 3 H 2 oder ein Salz dieser Sauregruppe, 
eine Hydroxy-, Nitro-, Carboxy-, Carboxamido- oder Cyanogruppe oder eine gegebenenfalls durch einen 
55 oder mehrere Hydroxy-, Carboxy-, Halogen-, Cyano-, S0 3 H- oder P0 3 H 2 -Reste oder ein Salz eines dieser 
Saurereste substituierte Alky]-, Alkenyl-, Alkoxy-, Alkylsulfinyl-, Alkylsulfonyl-, Alkoxycarbonyl-, 
Alkylcarbonyl-, Aryl-oder Aralkylgruppe bedeuten oder 

wenn sich beide Reste an benachbarten Kohlenstoffatomen befinden gemeinsam eine 1 ,4-Butadiendiylgrup- 



5 



EP 0 433 853 A1 



pe darstellen, die gegebenenfalls ein-oder mehrmals durch SO3H, PO3H2 oder ein Salz dieser Sauregrup- 
pen, eine Alkyl- oder/und eine Carboxygruppe substituiert ist, 

Wasserstoff, CO-COOH, SO3H, PO3H2 oder ein Salz dieser Sauregruppen, eine gegebenenfalls ein- oder 
mehrfach durch Halogen, C0 2 H, S0 3 H oder/und P0 3 H 2 oder ein Salz dieser Sauregruppen substituierte 
Alkylcarbonylgruppe oder eine gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch S0 3 H, PO3H2 oder ein Salz dieser 
Saurereste substituierte Arylcarbonylgruppe ist und 
L 

einen Rest der allgemeinen Formel III 



wobei 

R 4 und R s , 

die gleich oder verschieden sein konnen, Alkyl bedeuten oder zusammen eine gesattigte Kohlenwasser- 
25 stoffkette mit 3 - 6 Gliedern darstellen, die durch Sauerstoff, Schwefel oder Stickstoff unterbrochen sein 
kann, wobei Alkyl bzw. die Kohlenwasserstoffkette gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch eine Hydroxy-, 
Carboxy-, Alkoxycarbonyl-, Alkoxy-, SO3H- oder PO3H2 -Gruppe, ein Salz eines dieser SSurereste oder 
Halogen substituiert ist und 
R G und R 7 , 

30 die gleich oder verschieden sein konnen, Wasserstoff, Halogen, eine Hydroxy- oder Carboxamidogruppe 
oder eine gegebenenfalls durch einen oder mehrere Hydroxy-, Carboxy-, Halogen-, SO3H- oder PO3H2 - 
Reste oder ein Salz eines dieser Saurereste substituierte Alkyl-, Alkoxy-, Alkylcarbonyl-, Alkoxycarbonyl-, 
Aryl- oder Aralkylgruppe bedeutet oder 
L 

35 einen Pyrazoloheterocyclus-Rest der allgemeinen Formel IV 



45 darstellt, 
in der 

X-Y NR s -CO oder N = CR 9 bedeutet, 

wobei 

R s 

50 Wasserstoff Oder Alkyl und 
R 9 

Alkyl, Alkenyl, Alkoxy, Alkylthio, Aryl, Aralkyl, gegebenenfalls jeweils substituiert durch Hydroxy, Dialkyl- 
phosphinyl, Carboxy, SO3H, PO3H2, ein Salz eines dieser Saurereste oder/und Alkoxycarbonyl; 
Amino, das gegebenenfalls durch ein oder zwei gegebenenfalls einen oder mehrere Hydroxy-, Carboxy- 
55 oder/und Alkoxycarbonylreste tragenden Alkylrest substituiert ist wobei, wenn Amino durch 2 Alkylreste 
substituiert ist, diese Reste auch zu einem Ring geschlossen sein konnen, der aufier durch das N-Atom der 
Aminogruppe gegebenenfalls auch durch Sauerstoff, Schwefel oder ein weiteres Stickstoffatom unterbro- 
chen sein kann, oder Amino gegebenenfalls durch ein oder zwei Acylgruppen, Alkoxy- oder/und Aralkox- 

6 
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ycarbonylgmppen, H 2 N-CO, Alkyl-, Aralkyl- oder/und Arylcarbamoylgruppen substituiert ist; Oder 
Wasserstoff, Carboxy, Alkoxycarbonyl, Carboxamido oder Halogen ist, und 
Z NR 10 -N = N bedeutet 

wobei R 10 Wasserstoff, Alkyl oder Aralkyl ist oder 

5 Z eine ungesattigte Kette mit 3 bis 5 Gliedern aus Stickstoffatomen oder aus Kohlenstoffatomen und 
gegebenenfalls einem oder mehreren Stickstoff- oder Schwefelatomen darstellt, wobei Kohlenstoffatome 
gegebenenfalls durch Alkyl, Alkoxy, Hydroxyalkyl, Alkylthio, Hydroxy, Aralkyl, Aryl, Carboxy, Carboxamido, 
Alkoxycarbonyl, Cyano, Amino, das gegebenenfalls durch ein oder zwei gegebenenfalls einen oder mehrere 
Hydroxy-, Carboxy- oder/und Alkoxycarbonylreste tragenden Alkylrest substituiert ist, oder/und Halogen 

70 sowie Stickstoffatome, die nicht uber eine Doppelbindung gebunden sind, gegebenenfalls durch Alkyl oder 
Aralkyl substituiert sind oder zwei benachbarte Kettensubstituenten gegebenenfalls eine Alkylengruppe 
bilden, die ihrerseits gegebenenfalls mit Aryl substituiert oder anelliert ist oder ein entsprechender 
tautomerer Rest. 

Unter einem anorganischen Saurerest in der Definition von G sind vor allem der Ortho- oder 
15 Pyrophosphorsaure- oder Schwefelsaurerest zu verstehen, die uber eine Esterbindung an das Aminophe- 

nolgrundgerust gebunden sind. Bevorzugt sind die Reste P0 3 MM' und S0 3 M, insbesondere P0 3 MM', 

wobei im Falle der freien Sauren M und M' Wasserstoff bedeuten, wahrend wenn die Sauren als Salz 

vorliegen, M und M' fur Alkali-, Erdalkali-oder Ammoniumionen stehen. 

Unter Aikaliionen in der Definition von M und M" sind vor allem Lithium-, Natrium- und Kaliumionen zu 
20 verstehen. Erdalkaliionen sind vor allem Magnesium-, Calcium- oder Bariumionen. 

Ammoniumionen in der Definition von M und M' konnen das unsubstituierte Ammoniumion NH* + oder 

durch Alkyl- oder Aralkylreste ein- oder mehriach substituierte Ammoniumionen sein. Hierbei ist unter 

Alkylrest ein Rest aus 1 - 6 Kohlenstoffatomen zu verstehen. Bevorzugt sind der Methyl- oder Ethylrest. 

Unter einem Aralkylrest ist ein Rest zu verstehen, bei dem eine wie vorstehend definierte Alkylgruppe durch 
25 einen Arylrest substituiert ist, wobei Aryl einen Kohlenstoffaromaten-oder Heteroaromatenrest, vorzugsweise 

einen solchen mit 6 - 10 Ring-Atomen, insbesondere die Phenyl- und die Naphthylgruppe bedeutet. 

Bevorzugt als Aralkylrest ist der Benzylrest. Die Substituenten substituierter Ammoniumionen konnen 

sowohl gleich als auch verschieden sein. Als Ammoniumionen konnen auch Kationen quaternierter Stick- 

stoffheterocyclen eingesetzt werden. Beispiele hierfur sind das Piperidiniumkation und das Pyridiniumion. 
30 Unter einem organischen Saurerest in der Definition von G werden vor allem AlkancarbonsSure-, 

Aminosaure- oder Oligopeptidreste verstanden, welche mit ihrem Carboxylende als Ester an das Aminophe- 

nolgrundgerust der allgemeinen Formel II gebunden vorliegen. 

Alkancarbonsaurereste in der Definition von G sind Verbindungen mit 1 - 20 Kohlenstoffatomen. 

Besonders bevorzugt sind Essigsaure, Propionsaure, Buttersaure, Palmitinsaure und Stearinsaure. Neben 
35 gesattigten Saureresten kann G auch ein ungesattigter Saurerest, wie z. B. der Olsaure-, Linolsaure- oder 

Linolensaurerest sein. 

Als Aminosaurerest kommen vorzugsweise die Reste der naturlichen a-Aminosauren in ihrer L- oder D- 
Form Oder auch in ihrer racemischen Form in Frage. Besonders bevorzugt sind die Reste von Glycin, 
Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin und Thyrosin, wobei jeweils die L-Form ganz besonders 
40 bevorzugt ist. 

Unter einem Oligopeptidrest sind z. B. Di-, Tri-, Tetra- und Pentapeptide, vorzugsweise Di- und 
Tripeptide zu verstehen, wobei als Aminosaurekomponenten vorzugsweise die oben erwahnten Aminosau- 
ren Verwendung finden. 

Die Aminogruppen der esterartig an den Aminophenolrest gebundenen Aminosaure- oder Oligopepti- 
45 dreste konnen frei oder geschutzt vorliegen. Als Schutzgruppe sind hier alle ublichen Aminoschutzgruppen 
zu verstehen, insbesondere Acyl-, Oxycarbonyl- Thiocarbonyl-, Sulfo-, Sulfino, Vinyl-, Cyclohexenyl-, 
Phosphoryl-oder Carbamoyl- Gruppen. Besonders bevorzugte Aminoschutzgruppen sind der Tosyl-, 
Benzyloxycarbonyl-und tert.-Butoxycarbonyl-Rest. 

Ein Glycosidrest in der Definition von G kann ein Mono- oder Oligosaccharid sein. Der Zuckerrest kann 
50 a- oder 0-glycosidisch an das Aminophenol-Grundgerust gebunden sein. Beispiele fur bevorzugte Mono- 
saccharide sind Galactose, Glucose oder Mannose. Besonders bevorzugt ist N-Acetyl-glucosamin. Ganz 
besonders bevorzugt ist jS-glycosidisch gebundenes N-Acetyl-2-D-glucosamin. 

Als Zuckerreste sind aber auch Oligosaccharide geeignet. Als Oligosaccharide werden insbesondere 
solche bezeichnet, die aus 2 bis 10, vorzugsweise aus 2 - 7 Monosaccharideinheiten aufgebaut sind. 
55 Besonders bevorzugt sind Heptaosen. 

Aus der Gruppe der organischen oder anorganischen Saurereste und der Glycosidreste in der 
Bedeutung von G sind die Glycosidreste fur Verbindungen der allgemeinen Formel II bevorzugt. Insbeson- 
dere der N-Acetylglucosaminrest ist ganz besonders bevorzugt, weil solche N-Acetyl-/3-D-glucosaminidase- 
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Substrate durch die 1-Arylsemicarbazide der allgemeinen Formel I besonders gut stabilisiert werden. 

Sofern nichts anderes angegeben ist, haben die folgenden Reste in den hier gebrauchten allgemeinen 
Formeln folgende Bedeutung: "Alkyl" - auch in Alkylsulfinyl-, Alkylsulfonyl-, Alkylcarbonyl, Alkylthio-, 
Aikylcarbamoyl-, Alkylamino- und Aralkylresten - bedeutet einen geradkettigen oder verzweigten Alkylrest 
5 mit 1-6, vorzugsweise 1-4 C-Atomen. Beispiele sind die Methyl-, Ethyl-, Propyl-, iso-Butyl- oder tert- 
Butylgruppe. 

Wenn eine Aminogruppe durch 2 Alkylreste substituiert ist, konnen diese Reste auch so zu einem Ring 
geschlossen sein, da/3 sie insgesamt einen durch ein Stickstoffatom unterbrochenen Ring darstellen. 
Bevorzugt sind hierbei solche Aminogruppen, die einen insgesamt 5- Oder 6-gliedrigen Ring darstellen und 
w der seierseits gegebenenfalls durch Sauerstoff, Schwefel oder ein weiteres Stickstoffatom unterbrochen ist. 
Besonders bevorzugt ist der Morpholinorest. Ein Hydroxyalkylrest ist ein durch eine Hydroxygruppe 
substituierter Alkylrest mit 1-6, vorzugsweise 1-4 C-Atomen. Der Hydroxyalkylrest kann einen primaren, 
sekundaren oder tertiaren Alkoholrest darstellen. Besonders bevorzugt sind der 2- oder 1 -Hydroxyethyl- 
und der Hydroxymethylrest. 

15 "Alkoxy" - auch in Alkoxy- und Aralkoxycarbonylresten - steht fur einen geradkettigen oder verzweigten 

Alkoxyrest mit 1 - 6, vorzugsweise 1 - 4 C-Atomen. Beispiele sind die Methoxy-, Ethoxy-, Propyloxy-, iso- 

Butyloxy- oder tert.-Butyloxygruppe. 

"Aryl" - auch in Arylcarbonyl - und Arylcarbamoylresten - bezeichnet einen Kohlenstoffaromaten- oder 

Heteroaromatenrest, vorzugsweise einen solchen mit 6-10 Ring-Atomen, insbesondere die Phenyl- und die 
20 Naphthylgruppe, die zusatzlich noch durch Alkyl, Alkoxy oder/und Halogen substituiert sein konnen. 

Besonders bevorzugt ist der Phenylrest. 

Ein "Aralkyl"-Rest - auch in einer Aralkylcarbamoylgruppe - bedeutet einen Rest, bei dem eine wie 

vorstehend definierte Alkylgruppe durch einen wie zuvor charakterisierten Arylrest substituiert ist. Bevorzugt 

ist die Benzylgruppe. 

25 Ein "Aralkoxy"-Rest, beispielsweise in Aralkoxycarbonylgruppen, bezeichnet einen Rest, bei dem eine 
wie vorstehend definierte Alkoxygruppe durch einen wie zuvor charakterisierten Arylrest substituiert ist. 
Bevorzugt ist die Benzyloxygruppe. 

"Halogen" steht fur die Reste Fluor, Chior, Brom und Jod. Fluor und Chlor sind bevorzugt. 
"Alkenyl" bedeutet einen ungesattigten Kohlenwasserstoffrest mit 2 - 6, vorzugsweise 2 - 4 C-Atomen. 
30 Beispiele sind die Vinyl- und die Allylgruppe. 

Eine Acylgruppe bezeichnet einen Carbonsaurerest, der Alkyl-, Aralkyl- oder Arylreste enthalten kann. 
Bevorzugt sind Acetyl-, Phenylacetyl- Oder Benzoylreste. 

Unter einer Alkylengruppe wird eine geradketiige oder verzweigte, gesattigte oder ungesattigte Kohlen- 
wasserstoffkette aus 3 - 5, vorzugsweise 3 oder 4 C-Atomen mit zwei freien Bindungsstellen verstanden. 
35 Beispiele sind -CH 2 -CH = CH-, 

-CH=C-CH 2 - , -CH-CH=CH- , 
CH 3 CH, 

40 3 

-(CH 2 ) + - oder -CH = CH-CH = CH-. 

Bevorzugt sind der Butadiendiylrest (-CH = CH-CH = CH-) und der Tetramethylenrest (-(CH 2 )i.-). 
Unter einer Dialkylphosphinylgruppe wird der Rest 

45 

O 

aUyL 

50 

verstanden, wobei Alkyl die zuvor gegebene Bedeutung hat. Bevorzugt ist der Dimethylphosphinylrest. 

Als Salze von SO3H, PO3H2 und Carboxyresten konnen Alkali- oder Erdalkalisalze oder Ammoniumsal- 
ze eingesetzt werden. Unter Alkalisalzen werden Lithium-, Natrium-, Kalium-, Rubidium-und Casiumsalze 
verstanden, wobei Lithium-, Natrium- und Kaliumsaize, vor allem aber Natrium- und Kaliumsalze bevorzugt 
55 sind. Erdalkalisalze sind solche des Berylliums, Magnesiums, Calciums, Strontiums oder Bariums. Bevor- 
zugt sind Magnesium- und Calciumsalze, wobei Calciumsalze besonders bevorzugt sind. Als Ammoniumsal- 
ze konnen solche des unsubstituierten Ammoniumions, NH* + , Verwendung finden. Es ist aber auch 
moglich, solche Ammoniumsalze einzusetzen, bei denen das Ammoniumion durch 1 - 4 Alkyl-, Aryl- oder 
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Aralkylreste substituiert ist. Fur diese Reste geiten die zuvor gegebenen Definitionen, wobei als Alkylrest 

Methyl, Ethyl und n-Propyl, als Arylrest die Phenylgruppe und als Aralkylrest die Benzylgruppe besonders 

bevorzugt sind. Als' Ammoniumionen konnen auch Kationen quaternierter Stickstoffheterocyclen eingesetzt 

werden. Beispiele hierfur sind das Piperidiniumkation und das Pyridinuimion. 
5 Als Carboxamidorest wird der Rest CONH 2 verstanden, aber auch solche Reste, bei denen die 

Aminogruppe durch ein oder zwei gegebenenfalls einen oder mehrere Hydroxy-, Carboxy- oder/und 

Alkoxycarbonylreste tragende Alkylreste substituiert ist. 

Vorteilhaft sind vor allem solche Hydrolase-Substrate, in denen R 3 Wasserstoff Oder einen ein- oder 

mehrfach durch Halogen substituierten Alkylcarbonylrest, insbesondere Trifluoracetyl, bedeutet. Ganz be- 
w sonders bevorzugt in der Bedeutung von R 3 ist Wasserstoff. 

Substanzen der allgemeinen Formel II, bei denen L einen Pyrazoloheterocyclus-Rest der allgemeinen 

Formel IV bedeutet, sind erfindungsgemafl besonders gut stabilisierbar. Hiervon insbesondere solche, in 

denen Z so angeordnet ist, daC mindestens eine Doppelbindung der ungesattigten Kette in Konjugation zu 

der Doppelbindung oder zu dem N-Atom der allgemeinen Formel IV steht. 
15 AuCerdem sind Substanzen der allgemeinen Formel II besonders bevorzugt, bei denen L einen 

Pyrazoloheterocyclus-Rest der allgemeinen Formel IV bedeutet, wobei in der ungesattigten Kette Z, falls 

diese Stickstoffatome enthalt, die nicht uber eine Doppelbindung gebunden sind, diese mit Alkyl- oder 

Aralkylresten substituiert sind. 

Gegebenenfalls sind fur Reste der allgemeinen Formel IV auch tautomere Formen moglich. Diese 
20 sollen ebenfalls als von der allgemeinen Formel IV umfaCt geiten. 

Erfindungsgemafi bevorzugt stabilisierbar sind solche Substanzen der allgemeinen Formel II, in denen 

der Rest L einen Rest aus der Gruppe der allgemeinen Formeln V - XVI 
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sowie gegebenenfalls entsprechende tautomere Formen bedeutet. 

Hierbei haben X-Y und R 10 die gleiche Bedeutung wie zuvor beschrieben. Ft 1 1 , R 12 , R 13 und R 14 , die 
gleich oder verschieden sind, stehen fur Wasserstoff, Hydroxy, Alkyl, Alkoxy, Alkylthio, Aralkyl, Aryl, 
75 Carboxy, Alkoxycarbonyl, Carboxamido, Cyano, Amino, das gegebenenfalls durch ein oder zwei gegebe- 
nenfalls einen oder mehrere Hydroxy-, Carboxy- oder/und Alkoxycarbonylreste tragende Alkylreste substitu- 
iert ist oder Halogen, wobei zwei benachbarte Reste gegebenenfalls eine Alkylengruppe bilden, die 
ihrerseits gegebenenfalls mit Aryl substituiert oder anelliert ist. Die Definitionen der Reste entsprechen den 
zuvor gegebenen. 

20 Erfindungsgema/3 besonders bevorzugt stabilisierbare Substanzen sind solche der allgemeinen Formel 
II in der L fur einen Rest aus der Gruppe der allgemeinen Formeln V, VI, VII, IX, X und XII und 
gegebenenfalls entsprechende tautomere Formen stent. Ganz besonders bevorzugt sind solche Substan- 
zen, in denen X-Y die Bedeutung N = CR 3 hat, wobei R a die Bedeutung haben kann wie fur die allgemeine 
Formel IV angegeben, bevorzugt aber Wasserstoff und Alkoxy darstellt. 

25 Hervorragend stabilisiert im Sinne der vorliegenden Erfindung werden insbesondere die jS-glycosidisch 
gebundenen N-Acetyl-D-glucosaminide von (4-Hydroxyphenyl)-(2-methylpyrazolo-[1 ,5-a]-pyridin-3-yl)-amin 
und (4-Hydroxyphenyl)-(pyrazolo-[1 ,5-a]-pyridin-3-yl)-amin. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel II konnen hergestellt werden, indem man einen Leukoazo- 
methinfarbstoff der allgemeinen Formel XVII 

30 



35 




(XVII) 



40 

in der R 1 -R 3 und L die fur Formel II gegebene Bedeutung haben und A Wasserstoff, ein gegebenenfalls 
substituiertes Ammoniumion oder ein Alkalimetall darstellt, 
mit einer Verbindung der allgemeinen Formel XVIII 

45 

G-D (XVIII) 



50 in der G einen organischen oder anorganischen Saurerest oder einen Glycosidrest in der fur Formel II 
angegebenen Bedeutung darstellt, wobei in dem Glycosidrest sich befindliche funktionelle Gruppen, wie 
beispielsweise Amino- oder/und Hydroxygruppen gegebenenfalls mit in der Peptid- und Kohlenhydratche- 
mie ublichen Schutzgruppen substituiert sind, und D eine reaktive Gruppe bedeutet, 
umsetzt und gegebenenfalls abschlieftend Schutzgruppen abspaltet. 

55 Unter einem unsubstituierten Ammoniumion wird NH4 + verstanden. Gegebenenfalls kann dieses Ion in 
der Bedeutung von A in der allgemeinen Formel XVII auch durch Alkyl- oder Aralkylreste wie sie zuvor 
bereits charakterisiert wurden ein- oder mehrfach substituiert sein. Die Substituenten substituierter Ammo- 
niumionen konnen sowohl gleich als auch verschieden sein. Als Ammoniumionen konnen auch Kationen 
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quaternierter Stickstoffheterocyclen eingesetzt werden. Beispiele hierfur sind das Piperidiniumkation Oder 
das Pyridiniumion. 

Als Alkalimetall in der Bedeutung von A in der allgemeinen Formel XVII kommen insbesondere Lithium, 
Natrium und Kalium in Frage, wobei Natrium bevorzugt ist. 

5 D bedeutet eine reaktive Gruppe, die in der Lage ist, mit der Phenol- oder Phenolatgruppe OA der 
allgemeinen Formel XVII eine Reaktion einzugehen. Die Wahl der reaktiven Gruppe ist abhangig von der 
Natur des Restes G. Handelt es sich bei G urn einen Zuckerrest, so ist D vorzugsweise eine gut zu 
substituierende Gruppe, beispielsweise ein Acetylrest oder ein Halogenatom, welches aus der Gruppe 
Fluor, Chlor, Brom und Jod ausgewahit werden kann, wobei Chlor, Brom und Jod bevorzugt sind. 

w Als in der Kohlenhydratchemie ubliche Schutzgruppen sind insbesondere der Acetyl-, Benzoyl-, Benzyl- 
und der Trimethylsilylrest zu nennen. 

Wenn G ein Aminosaure- oder Peptidrest bedeutet, der mit seinem Carboxylende mit einem Aminophe- 
nol der allgemeinen Formel XVII verestert werden soil, dann kommen als reaktive Gruppe D die in der 
Peptidchemie ubiichen Gruppen in Frage. Als reaktive Derivate werden z. B. die Saurehalogenide, 

75 bevorzugt Saurechloride bzw. die bei der Peptidsynthese ublicherweise verwendeten Mischanhydride oder 
Aktivester eingesetzt. Die gleichen reaktiven Gruppen konnen auch fur die Bindung von Alkancarbonsauren 
an das Aminophenol-Gerust eingesetzt werden. 

Fur den Fall, da/3 G einen anorganischen Saurerest bedeutet, werden Verbindungen der allgemeinen 
Formel XVII vorzugsweise mit den entsprechendeen Saurehalogeniden, insbesondere Saurechloriden um- 

20 gesetzt. 

In jedem Fall ist bei einer Veresterung darauf zu achten, da/3 falls R 3 in Formel XVII Wasserstoff ist, 
diese Aminogruppe vor Durchfuhrung der Veresterungsreaktion mit einer Schutzgruppe, beispielsweise 
einer aus der Peptidchemie zu diesem Zweck Oblichen Gruppe, substituiert wird und die Schutzgruppe 
abschlieCend wieder entfernt wird. 

25 Beispielhaft soli das Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel II am Beispiel 
der besonders bevorzugt stabilisierbaren Verbindungen, in denen G einen N-Acetyl-/3-D-glucosaminidrest 
darstellt, vorgestellt werden. Dieses Verfahren ist entsprechend auch auf die Herstellung anderer Glycosid- 
derivate der allgemeinen Formel II ubertragbar. 

N-Acetyl-/3-D-glucosaminidylderivate der allgemeinen Formel II konnen hergestellt werden, indem als 

30 Verbindung der allgemeinen Formel XVIII 
eine Verbindung der allgemeinen Formel XIX 



35 




(XIX) 



3 



in der 

45 W ein Halogenrest, 

R eine in der Kohlenhydratchemime ubliche Hydroxyschutzgruppe 
und 

B ein Azidrest, eine geschutzte Aminogruppe oder NH-COCH 3 darstellen oder 
B und W zusammen die Gruppe 




bedeutet, 
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mit einer Verbindung der allgemeinen Formel XVII 



10 




(XVII) 



in der 

75 R 1 -R 3 und L die fur Formel II angegebene Bedeutung haben und A Wasserstoff, ein gegebenenfalls 
substituiertes Ammoniumion oder ein Alkalimetall darstellt, 
umgesetzt wird, 

wenn B eine geschutzte Aminogruppe darstellt, die Aminoschutzgruppe entfernt oder 
wenn B einen Azidrest darstellt, dieser durch Reduktion in eine NH 2 -Gruppe uberfuhrt und die Aminogruppe 
20 durch Acetylierung in den NHCOCH 3 -Rest umgewandelt wird, und abschlieCend die Hydroxyschutzgruppen 
abgespalten werden. 

Eine MSglichkeit besteht beispielsweise darin, einen Leukoazomethinfarbstoff der allgemeinen Formel 
XVII mit der zuvor angegebenen Bedeutung mit einem per-O-substituierten 1-Halogen-N-acetyl-Glucosamin 
der Formel XIX, 



30 




(XIX) 



3 

35 

in der W Halogen, B NHCOCH 3 und R eine in der Kohlenhydratchemie gebrauchliche Schutzgruppe 
bedeuten, unter Walden-Umkehr am C-1-Atom des Zuckerrestes 

zu einem Per-O-substituierten /S-Glycosid umzusetzen und von letzterem nach an sich bekannten Methoden 
die Hydroxy-Schutzgruppen abzuspalten. 

40 Die Umsetzung der Verbindungen der Formel XVII und XIX in der zuvor genannten Bedeutung zu N- 
Acetyl-jS-D-glucosaminiden der allgemeinen Formel II, wird vorzugsweise in Gegenwart von Saurefangem, 
wie Alkalihydroxid, - carbonat oder -bicarbonat in wassrigem Aceton oder unter Phasentransferbedingungen 
in einem Wasser/Benzol oder Wasser/Chloroform-Gemisch vorgenommen (vgl. Synthesis 223 (1988). 

Des weiteren konnen die N-Acetyl-/S-D-glucosaminide der allgemeinen Formel II hergestellt werden, 

45 indem man die Leukoazomethinfarbstoffe der allgemeinen Formel XVII mit A gleich Wasserstoff zunachst 
mit Alkalihydroxid oder -alkoholat in die Alkalisalze bzw. mittels gegebenenfalls substituierten Aminen in die 
Ammoniumsalze uberfuhrt, wobei Alkalimetall und Ammoniumion, die zuvor gegebene Bedeutung haben 
konnen und diese dann in dipolaren, aprotischen Losungsmitteln wie Aceton, Dimethylsulfoxid Dichlorme- 
than, oder Dimethylformamid mit den per-O-substituierten 1-Halogen-N-acetyl-glucosaminen umsetzt. 

50 Femer haben sich bei der Synthese von N-Acetylglucosaminiden der allgemeinen Formel II aus den 
Leukoazomethinfarbstoffen der allgemeinen Formel XVN und 1-Halogeno-N-acetylglucosaminen Zusatze 
von einzelnen Silbersalzen oder Gemischen von Silbersalzen (Silberoxid, - carbonat auf Celite®, -triflat, - 
salicylat) und/oder von einzelnen Quecksilbersalzen oder Gemischen von Quecksilbersalzen 
(Quecksilberbromid, -cyanid, -acetat, -oxid), gegebenenfalls unter Verwendung von Trocknungsmitteln wie 

55 Calciumchlorid oder Drierit®, in Losungsmitteln, wie Methylenchlorid, Chloroform, Benzol, Toluol oder 
Dioxan, bewahrt. 

Ebenso kann ein Oxazolin der allgemeinen Formel XIX, in der B und W zusammen die Gruppe 
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bedeuten, in Gegenwart von organischen Sauren wie z.B. p-Toluolsulfonsauren oder Lewis-Sauren wie BF 3 - 
Etherat Oder FeCk zur Synthese von N-Acetylglucosaminiden der allgemeinen Formel II verwendet werden. 
Beispiele fur solche Glycosidierungsreaktionen sind in Carbohydrate Research 136, 309-323 (1985) und 64 
334-338 (1978) beschrieben. 

Schliefllich sind Verfahren zur Herstellung der N-Acetylglucosaminide der allgemeinen Formel II 
durchfuhrbar, bei denen in der Substanz der allgemeinen Formel XIX B eine mit einer Schutzgruppe z.B. 
Benzyloxycarbonyl, Allyloxycarbonyl, Dichloracetamido Oder Phthalimido substituierte Aminogruppe oder 
ein geeigneter unter den Glycosidierungsbedingungen stabiler Substituent, aus dem eine Aminogruppe 
freigesetzt werden kann z.B. ein Azidrest bedeutet. Es wird die Glycosidierungsreaktion durchgefuhrt, durch 
Abspaltung der Schutzgruppen nach den Methoden der Peptidchemie oder Reduktion einer Azidogruppe, 
die Aminogruppe freigesetzt, die in einem letzten Schritt selektiv N-acetyliert wird (siehe z.B. J. Org.Chem. 
32 3767 (1967)). 

Die Abspaltung der Schutzgruppen erfolgt nach der in der Kohlehydratchemie bekannten Weise durch 
Hydrogenolyse bei Schutzgruppen auf Benzylbasis, durch Einwirkung von Natriummethylat, Natriumcyanid 
oder Natriumbicarbonat in Methanol zur Abspaltung von Acylgruppen z.B. Acetyl. Die Methoden der 
Schutzgruppenabspaltung sind beschrieben in Adv. Carbohydr. Chem. Biochem. 39, 13 (1981). 

Die Synthese von 1-Halogeno-N-acetyl-glucosaminen ist beschrieben, z. B. in Org Synth. Vol. 46, S. 1, 
Methods in Carbohydrate Chem. 6, 282 (1972) oder J. Org. Chem. 26, 445 (1961). 

Die zur Herstellung der erfindungsgemafien Verbindungen der allgemeinen Formel II benotigten 
Leukoazomethinfarbstoffe der allgemeinen Formel XVII' 



in der R 1 -R 3 und L die fur die allgemeine Formel II angegebene Bedeutung haben, wobei L vorzugsweise 
einen Pyrazoloheterocyclus-Rest der allgemeinen Formel IV 



(IV) 



darstelit, in der X-Y und Z die fur entsprechenden Verbindungen der allgemeinen Formel II bereits 
angegebene Bedeutung haben, lassen sich durch Reduktion der entsprechenden Farbstoffe der allgemei- 
nen Formel XX, 
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(XX) 



in der 

R\ R 2 und L die fur Verbindungen der allgemeinen Formel XVII' angegebene Bedeutung haben, nach an 
sich bekannten Methoden mit Reduktionsmitteln, wie katalytische Hydrierung, Natriumborhydrid, 
15 Palladium/Hydrazin oder Natriumdithionit herstellen. Solche Reduktionsmittel sind in Houben/Weyl Bd. 4/1 c, 
und 4/1 d beschrieben. 

Acylgruppen R 3 , wie sie fur Verbindungen der allgemeinen Formel II angegeben sind, konnen entweder 
auf der Stufe des Leukofarbstoffs der allgemeinen Formel XVII' mit R 3 gleich Wasserstoff oder des 
geschutzten per O-substituierten N-Acetyl-glucosaminids, wie es bei der Herstellung der Verbindungen der 
20 allgemeinen Formel II mit G gleich Glycosid vorkommt eingefuhrt werden. Es werden aktivierte Saurederi- 
vate z.B. Halogenide, Anhydride, gemischte Anhydride verwendet, wie sie aus der Peptidchemie bekannt 
sind. 

Die fur die Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel XVII' erforderlichen Farbstoffe der 
allgemeinen Formel XX lassen sich am 2weckma/3igsten durch oxidative Kupplung einer Aminoverbindung 
25 der allgemeinen Formel XXI 

NH 2 -L (XXI) 

in der L die fur die allgemeine Formel II angegebene Bedeutung hat, vorzugsweise aber einen Pyrazolohe- 
30 terocyclusrest der allgemeinen Formel IV darstellt, in der X-Y und Z die fur Verbindungen der allgemeinen 
Formel II angegebenen Bedeutungen haben mit einem Phenol der allgemeinen Formel XXII 



35 



40 




(XXII) 



in der R 1 und R 2 die fur Verbindungen der allgemeinen Formel II angegebenen Bedeutungen haben und V 
Wasserstoff, Halogen, Carboxy oder SO3H darstellt, herstellen. Dazu werden eine Aminoverbindung der 
allgemeinen Formel XXI und ein Phenol der allgemeinen Formel XXII bevorzugt mit V gleich Wasserstoff in 
45 Gegenwart eines Oxidationsmittels wie K 3 [Fe(CN) 6 ], KzSzOs, KHSO5, Jod, H 2 02/Peroxidase, Bleidioxid, 
NaOCI, NaOBr oder organischen Oxidationsmitteln, wie N- Bromsuccinimid oder verwandten Verbindungen 
umgesetzt. 

Ferner lassen sich die Farbstoffe der allgemeinen Formel XX auch durch Umsetzung von N-Halogenimi- 
nen der allgemeinen Formel XXIII 

50 



55 
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(XXIII) 



in der R 1 und R 2 die fur Verbindungen der allgemeinen Formel II angegebene Bedeutung haben und Hal 
einen Halogenrest bedeutet, wobei Halogen Fluor, Chlor, Brom oder Jod, vorzugsweise Chlor, ist, mit 
Verbindungen der allgemeinen Formel XXIV 



is L-H (XXIV) 

in der L die fur die allgemeine Formel II angegebene Bedeutung hat, vorzugsweise aber einen 
Pyrazoloheterocyclus-Rest der allgemeinen Formel IV bedeutet, wobei X-Y und Z die fur Verbindungen der 
allgemeinen Formel II angegebene Bedeutung haben, herstellen. 
20 Die Reaktionsbedingungen lassen sich analog den in Houben/Weyl Bd. 7/3 b S. 296 f. beschriebenen 
wahlen. 

Fur die Aminoverbindungen der allgemeinen Formel XXI gibt es folgende Herstellungsmethoden. Wenn 
L einen Rest der allgemeinen Formel III bedeutet, wie er fur Verbindungen der allgemeinen Formel II 
definiert ist, sind diese Aminoverbindungen bekannt oder konnen auf analoge Weise wie bekannte 
25 hergestellt werden. Ublicherweise geht man von entsprechend N,N-disubstituierten Anilinen aus, die 
nitrosiert werden. Reduktion der Nitrosogruppe liefert die p-Phenylendiaminderivate der allgemeinen Struk- 
tur L-NH 2 (siehe J. Amer. Chem. Soc. 73, 3100 (1951)). 

Verbindungen der allgemeinen Formel XXI, worin L einen Pyrazoloheterocyclusrest der allgemeinen 
Formel IV bedeutet, konnen analog bekannten Methoden hergestellt werden, indem man eine Verbindung 
30 der allgemeinen Formel XXIV, in der L einen Pyrazoloheterocyclus-Rest der allgemeinen Formel IV 
bedeutet nach an sich bekannten Methoden in die entsprechende Aminoverbindung uberfuhrt. 
Dies kann 

a) durch Umsetzung mit Salpetersaure oder Salpetersaure im Gemisch mit SchwefelsSure und/oder 
Acetanhydrid zu der entsprechenden Nitro-Verbindung oder 
35 b) durch Reaktion mit salpetriger Saure zu der entsprechenden Nitrosoverbindung oder 

c) durch Reaktion mit einem aromatischen Diazoniumsalz zu der entsprechenden Arylazoverbindung 
und anschlie/Jende Reduktion erreicht werden. 

Nitro-, Nitroso- und Arylazoreste, das sind Reste 
Aryl-N = N-, wobei Aryl die gleiche Bedeutung haben kann, wie bereits fur Arylreste und andere solche 
40 Reste enthaltende Gruppen erlautert, lassen sich durch Reduktion mit Reagentien, wie Zink in Saure, 
beispielsweise Salzsaure oder Eisessig, Natriumdithionit, Zinn in Saure, beispielsweise Salzsaure, Zinn(ll)- 
chlorid oder durch katalytische Hydrierung beispielsweise uber Palladium/Kohle in die Aminoverbindung 
uberfuhren. Solche Reaktionen sind in Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, Bd. 11/1, S. 341 f 
beschrieben. 

45 Die Einfuhrung von Nitro, Nitroso oder Arylazogruppen ausgehend von Verbindungen der Formel XXIV 
kann durch Nitrierung mit Salpetersaure oder Salpetersaure in Gemischen mit konzentrierter Schwefelsaure 
oder Acetanhydrid erfolgen. 

Durch Nitrosierung mit salpetriger Saure oder durch Azokupplung mit aromatischen Diazoniumsalzen, 
lassen sich die Nitrosogruppe bzw. eine Arylazogruppe einfuhren. Beispiele fur solche Reaktionen sind in 

so Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie Bd. 10/1 und 10/3 beschrieben. 

Liegen Heterocyclen der allgemeinen Formel XXIV vor, in der H nicht Wasserstoff, sondern Carboxyl, 
Alkoxycarbonyl oder Alkylcarbonyl bedeutet, so konnen diese durch Hydrolyse mit konzentrierter Salzsaure 
und - bei Carbonsauren - thermischer Decarboxylierung in die Verbindungen der allgemeinen Formel XXII 
uberfuhrt werden. Daran schlie/3t sich dann die Einfuhrung einer Nitro-, Nitroso- oder Arylazogruppe an. 

55 Stickstoffatome, die nicht an einer Doppelbindung stehen, und in den Resten X-Y oder Z der 
allgemeinen Formel IV vorkommen, konnen gegebenenfalls alkyliert Oder aralkyliert sein. Die N-Alkylierung 
bzw. N-Aralkylierung la/3t sich durch Umsetzung der entsprechenden Verbindungen der Formel XXIV, 
vorzugsweise jedoch solchen Heterocyclen, in denen H nicht Wasserstoff, sondern Nitro, Nitroso, Alkoxycar- 
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bonyl, Acyl Oder Arylazo bedeutet, mit Alkylierungs- bzw. Aralkylierungsmitteln, wie Alkyl- oder Aralkylhalo- 
geniden, Dialkyl- bzw. Diaralkylsulfaten oder Arylsulfonsaurealkylestern bzw. -aralkylestern in Gegenwart 
einer Base, wie Natriumhydrid, tertiaren Aminen, Alkalicarbonaten oder Natriumhydroxid in Losungsmitteln, 
wie Dimethylformamid oder wassrig-alkoholische Systeme durchfuhren. 

5 Die benotigten Ausgangsprodukte der aligemeinen Formel XXIV oder solche der allgemeinen Formel 
XXIV entsprechende Verbindungen, in denen H ersetzt ist durch Alkoxycarbonyl oder Acyl, wobei L einen 
Pyrazoloheterocyclen-Rest der allgemeinen Forme! IV bedeutet, sind beschrieben oder lassen sich analog 
zu bekannten Verbindungen synthetisieren. Informationen uber die Herstellung der heterocyclischen Syste- 
me sind in folgenden Publikationen enthalten: G.P. Ellis "Synthesis of fused Heterocyles", in "The 

10 Chemistry of Heterocyclic Compounds", E.C. Taylor Eds., 1987, John Wiley and Sons; P.N. Preston, 
"Condensed Imidazoles" in "The Chemistry of Heterocyclic Compounds"' A. Weissberger und E.C. Taylor 
Eds., 1986, John Wiley and Sons; Adv. of Het. Chem. 36, 343 (1984); Chem. Pharm. Bull. 22, 482 (1974); J. 
Het. Chem. 12, 481 (1975); Chem. Pharm. Bull. 22, 1814 (1974); Ann. 660, 104 (1962); Chem. Pharm. Bull. 
23, 452 (1975); J. Het. Chem. 10, 411 (1973); J. Chem. Soc. Perkin I 2047 (1977). 

75 Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung weiter erlautem, ohne sie hierauf zu beschranken. 

Beispiel 1 

1.1 (4-Hydroxyphenyl)-(2-methylpyrazolo-[1,5-a]-pyridin-3-yl)-amin 

20 



25 




30 

1.1.1 7 g 3-Acetyl-2-methyl-pyrazolo-[1.5-a]-pyridin (J. Org. Chem. 42, 443 (1977)) werden in 140 ml 6 N 
Salzsaure gelost und bei 0 ° C tropfenweise mit einer Losung von 5,52 g Natriumnitrit in Wasser 
versetzt. Nach 2 Stunden wird das Eisbad entfernt', die Reaktionsmischung uber Nacht bei Raumtempe- 
ratur stehen gelassen und dann auf pH 9 gestellt. Die ausgefallene Nitrosoverbindung (6.4 g) wird 

35 abgesaugt und in ca. 150 ml 2 N Salzsaure gelost. Die Losung der Nitrosoverbindung wird mit 15 g Zinn 
(ll)chlorid-Dihydrat versetzt und 1 Stunde bei Raumtemperatur geruhrt. Zur Vervollstandigung der 
Reduktion werden dann noch einmal 6 g Zinn (il)chlorid-Dihydrat in 20 ml konzentrierter Salzsaure 
zugegeben. Das Rohprodukt wird an Kieselgel mit Essigsaureethylester chromatographiert. Die Produkt- 
fraktionen werden eingeengt, in Ethanol gelost und mit ethanolischer Salzsaure versetzt. Der nach 

40 einiger Zeit ausfallende Niederschlag wird abgesaugt und getrocknet. Man erhalt 3.1 g (45 % der 
Theorie) 3-Amino-2-methyl-pyrazolo-[1 ,5-a]-pyridin-hydrochlorid mit Fp. > 275 °C, Rf (Kieselgel, 
Essigsaureethylester/Aceton/ Eisessig/Wasser 50:25:12,5:12,5) = 0.6. 

1.1.2 2,82 g Phenol werden in 75 mi Pyridin gelost und die Losung mit 450 ml Wasser versetzt. Dann 
fugt man eine Losung von 5,5 g 3-Amino-2-methyl-pyrazolo-[1,5-a]-pyridin-hydrochlorid aus 1.1.1 in 150 

45 ml Wasser hinzu und versetzt die Mischung anschlieflend unter Riihren mit einer Losung von 78 g 
Kaliumferricyanid in 450 ml Wasser. Der ausgefallene blaue Farbstoff wird abgesaugt, mit Wasser 
gewaschen und getrocknet. Ausbeute 4,85 g. 
DC (Kieselgel, Essigsaureethylester/Methylenchlorid 1:1): R f = 0,5). 

1.1.3 Zur Reduktion zum Leukofarbstoff wird der Farbstoff in 200 ml Essigsaureethylester gelost und die 
50 Losung mit ca. 100 ml gesattigter Sodalosung versetzt. Die Losung wird bis zur Entfarbung unter 

kraftigem Schutteln mit Natriumdithionit versetzt. Die organische Phase wird abgetrennt, getrocknet und 
bis auf ein kleines Volumen eingeengt. Man versetzt mit Ligroin und filtriert den ausgefallenen Nieder- 
schlag ab, der mit Ligroin gewaschen und anschlie/tend getrocknet wird. Man erhalt 4,45 g der 
Titelverbindung, die fur die weitere Verarbeitung rein genug ist. Eine Reinigung ist durch Chromatogra- 
55 phie uber Kieselgel mit Methylenchlorid/Methanol (98:2) moglich. 
R f (Kieselgel, Essigsaureethylester/Methylenchlorid (1:1)) = 0,6 
R f (Kieselgel, Methylenchlorid/Methanol (95:5)) = 0,3 
1 .2 N-Acetyl-jS-D-glucose-2-aminid von (4-Hydroxyphenyl)-(2-methylpyrazolo-[1,5-a]-pyridin-3-yl)-amin 
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HO; 




1.2.1 2,6 g des in 1.1 erhaltenen Leukofarbstoffes, 8,83 g 2-Acetamido-3,4,6-tri-0-acetyl-2-deoxy-a-D- 
glucosylchlorid und 4,21 g Benzyltriethylammoniumbromid werden zu einem Gemisch von 125 ml 
Chloroform und 125 ml Wasser gegeben. Die Mischung wird heftig geruhrt, mit 8,7 g Kaiiumcarbonat 
versetzt und 6 Stunden unter Ruckflu/3 gekocht, wobei nach 3 Stunden nochmals 4,4 g der Halogenose 
und 4,3 g Kaiiumcarbonat zugegeben wird. Die Chloroformphase wird abgetrennt, mit Natriumsulfat 
getrocknet und eingeengt. Der Ruckstand wird an Kieselgel mit Essigsaureethylester chromatographiert. 
Die produkthaltigen Fraktionen werden eingeengt. 

1.2.2 460 mg des in 1.2.1 erhaltenen geschutzten Zuckerderivates werden in 10 ml Methanol gelost, mit 
0,9 g Natriumbicarbonat versetzt und 3 Stunden bei Raumtemperatur kraftig geruhrt. Die Reaktionsmi- 
schung wird filtriert, das Filtrat eingedampft und der Ruckstand an Kieselgel mit 
Essigsaureethylester/Methanol (8:2) chromatographiert. Die produkthaltigen Fraktionen werden vereinigt 
und eingedampft. Der Ruckstand wird in wenig Methanol aufgenommen und die Losung mit Ether 
versetzt. 

Der so entstehende Niederschlag wird abgesaugt und mit Ether gewaschen. Man erhalt die 
Titelverbindung mit Fp 188-191 "C; Rf (Kieselgel, Toluol/Essigsaure/Essigsaureethylester/Methanol = 
1:1:1) = 0,35. 

Beispiel 2 

2.1 (4-Hydroxyphenyl)- (pyrazolo- [1 ,5-a]-pyridin-3-yl)-amin 



2.1.1 2 g Pyrazolo-[1 .5-a]-pyridin (Ann. Chem. 498 (1977)) werden in 6 N Salzsaure (30 ml) gelost, die 
Losung auf 0 °C gekuhlt und dazu langsam eine Losung von 6.9 g Natriumnitrit in 30 ml Wasser 
getropft. Nach 1 Stunde ist die Nitrosierung beendet. Man setzt ca. 100 ml Wasser zu und extrahiert 
mehrfach mit Essigsaureethylester. Die organische Phase wird getrocknet und eingeengt. Man erhalt 9.6 
g 3-Nitroso-pyrazolo-[1 .5-a]-pyridin. 

2.1.2 9 g der nach 2.1.1 erhaltenen Nitrosoverbindung werden in eine Losung von 22 g Zinn (ll)-chlorid- 
Dihydrat in 180 ml konzentrierter Salzsaure eingetragen. Die Reaktionsmischung wird 1 Stunde bei 
Raumtemperatur geruhrt und zur Vervollstandigung der Reduktion mit 8 g Zinn (ll)-chlorid Dihydrat in 30 
ml konzentrierter Salzsaure versetzt. 

Die Suspension wird auf ca. 150 g Eis gegossen, mit Natriumhydroxid auf pH 12 gestellt und rasch 
mit Essigsaureethylester extrahiert. Die Essigesterphase wird getrocknet und eingeengt. Der Ruckstand 
wird in ca. 350 ml Ether gelost und mit etherischer Chlorwasserstoffsaure versetzt. Der ausgefallene 
Niederschlag wird abfiltriert, mit Ether gewaschen und getrocknet. Man erhalt 11.3 g (100 % der Theorie) 
3-Amino-pyrazolo-[1,5-a]-pyridin-hydrochlorid mit Fp. 228-232° C 
R f (Kieselgel, Essigsaureethylester/Methanol 9:1) = 0,52 

2.1.3 Der Leukofarbstoff (4-Hydroxyphenyl)-(pyrazolo-[1,5-a]-pyridin-3-yl)-amin wird analog 1.1.2 und 
1.1.3 unter Verwendung von 3-Amino-pyrazolo-[1,5-a]-pyridin als Ausgangsmaterial erhalten 

Rf (Kieselgel, Essigsaureethylester/Ether (1:1)) = 0,68. 
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2.2 N-Acetyl-/3-D-glucose-2-aminid von (4-Hydroxyphenyl)-(pyrazolo-[1,5-a]-pyridin-3-yl)-amin 




Aus dem in 2.1 erhaltenen Leukofarbstoff und 2-Acetamido-3,4,6-tri-0-acetyl-2-deoxy-a-D-glucosylchlo- 
rid erhalt man analog Beispiel 1.2 die Titelverbindung mit Fp 143 °C; Rf (Kieselgel, 
Toluol/Essigsaureethylester/ Methanol = 2:1:1) = 0,27. 

Beispiel 3 

a) Ein _ Filterpapier der Firma Schleicher und Schull (23 SL) wird nacheinander mit folgenden Losungen 
impragniert und getrocknet. 



1. Citratpuffer 200 mMol/1, pH 5,0 
Kaliumjodat 20 mMol/1 



2. Phenylsemicareazid 3 mMol/1 
Hydro lase-Substrat 
aus Beispiel 1 10 mMol/1 

in Methanol 

b) Trankung wie in Beispiel 3 a, als Stabilisator wird jedoch Methyl-phenylsemicarbazid (1,5 mMol/l 
verwendet. 

Taucht man die Testpapiere aus Beispielen 3 a) und 3 b) in Ham, der keine N-Acetyl-£-D- 
glucosaminidase (0-NAGase) enthalt, oder tropft Ham auf das Testpapier, so farbt sich der Test uber 10 
Minuten nicht. Enthalt der Harn eine /3-NAGase-Konzentration von etwa 20 U/l, so erhalt man nach ca. 5 
Minuten eine deutliche Verfarbung des Testpapiers. 

Fertigt man Teststreifen analog der angegebenen Beispiele 3 a) und 3 b) ohne Stabilisator, so erhalt 
man anfangs vergleichbare Ergebnisse, aber nach Lagerung von einer Woche bei 45 *C sind die 
Teststreifen rot gefarbt. Stabilisierte Teststreifen sind nach dieser Zeit mit neu gefertigten Streifen 
vergleichbar. 

Beispiel 4 

a) Ein~Filterpapier der Firma Schleicher und Schull (23 SL) wird nacheinander mit folgenden Losungen 
impragniert und getrocknet: 
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1. Citratpuffer 100 mMol/1, pH 5,0 
Kaliumjodat 20 mMol/1 

2. Phenylsemicarbazid 10 mMol/1 
Hydrolase-Substrat 

aus Beispiel 2 10 mMol/1 

in Methanol 

b) Trankung wie in Beispiel 4 a), als Stabilisator wird jedoch Methyl-phenylsemicarbazid verwendet. 

Taucht man die Testpapiere aus Beispielen 4 a) und 4 b) in Ham, der keine /3-NAGase enthalt, oder 
tropft Ham auf das Testpapier, so farbt sich der Test fiber 10 Minuten nicht. Enthalt der Ham eine /3- 
NAGase-Konzentration von etwa 20 U/l, so erhalt man nach ca. 5 Minuten eine deutliche Verfarbung des 
Testpapiers. 

Fertigt man Teststreifen analog der angegebenen Beispiele 4 a) und 4 b) ohne Stabilisator, so erhalt 
man anfangs vergleichbare Ergebnisse, aber nach Lagerung von einer Woche bei 45 C sind die 
Teststreifen rot gefarbt. Stabilisierte Teststreifen sind nach dieser Zeit mit neu gefertigten Streifen 
vergleichbar. 

Beispiel 5 

Ein analoges Ergebnis wie in Beispielen 3 und 4 wird auch erzielt, wenn ein Teststreifen gemS/3 Fig. 2 
hergestellt wird: 

Das Reagenzpapier (3) (Filterpapier 23 SL der Firma Schleicher und SchUII) wird 

a) analog Beispiel 3 a 

b) analog Beispiel 3 b 

c) analog Beispiel 4 a 

d) analog Beispiel 4 b 

jedoch ohne Kaliumjodat impragniert. 

Das Netz (7) (NY 75 HC der Zuricher Beuteituchfabrik, Zurich, Schweiz, mit einer Fadendicke von 60 
urn) wird mit einer wassrigen Losung von Kaliumjodat (40 mMol/l) impragniert und getrocknet. Reagenzpa- 
pier (3) und Netz (7), jeweils 6 mm x 6 mm gro/3, werden mit einem Abdecknetz (4) aus dem gleichen 
Material wie Netz (7) so auf einer steifen Polystyrolfolie (100 mm x 6 mm) mittels Schmelzkleber (5) fixiert, 
da/3 sich das Oxidationsnetz (7) zwischen Reagenzpapier (3) und Abdecknetz (4) befindet. 

Taucht man die so hergestellten Teststreifen in Ham, der keine ^-NAGase enthalt, oder tropft Ham auf 
das Abdecknetz (4) auf, so farbt sich der Teststreifen uber 10 Minuten nicht. Enthalt der Ham eine /3- 
NAGase-Konzentration von etwa 20 U/l, so erhalt man nach ca. 5 Minuten eine deutliche Verfarbung des 
Reagenzpapiers. 

Fertigt man Teststreifen wie oben beschrieben, aber ohne Stabilisator, so erhalt man anfangs vergleich- 
bare Ergebnisse, aber nach Lagerung von einer Woche bei 45 °C sind die Teststreifen rot verfarbt. 
Stabilisierte Teststreifen sind nach dieser Zeit mit neu gefertigten Streifen vergleichbar. 

Beispiel 6 

Es wird ein Testtrager gemaC Fig. 2 analog Beispiel 5 hergestellt, wobei das Hydrolase-Substrat aus 
Beispiel 2 verwendet wird. Die Vortrankung des Reagenzpapiers erfolgt jedoch mit einer Ascorbinsaurehalti- 
gen Losung. 

Das Reagenzpapier (3) wird nacheinander mit folgenden Losungen getrankt und getrocknet: 
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1. Citratpuffer 200 mMol/1, pH 5,0 
Ascorbinsaure 3 mMol/1 

5 

2. Phenylsemicarbazid 0,5 mMol/1 
Hydrolase-Substrat 

aus Beispiel 2 10 mMol/1 
10 in Methanol 

Das Oxidationsnetz (7) wird impragniert mit einer wassrigen Losung aus Kaliumjodat (40 mMol/l). 
Auch hier wird bei Verwendung des erfindungsgema/ten Stabilisators eine Stabilisierung des Hydrolase- 
15 Substrats auf dem Testtrager gegenuber soichen Teststreifen ohne Stabilisator festgestelit. 

Durch Zugabe von Ascorbinsaure in das Reagenzpapier (3) kann die zur Stabilisierung notwendige 
Konzentration an Semicarbazid deutlich verringert werden. Man erhalt so aufierdem ein schnelleres 
Testsystem. 

Ein vergleichbares Ergebnis wird auch erhalten, wenn Ascorbinsaure durch Natriumthiosulfat ersetzt 
20 wird. 

Beispiel 7 

Ein Papier der Firma Schleicher und Schull (23 SL) wird in der folgenden Weise impragniert: 
25 1. Vortrankung durch 65 g Borsaure und 21 g Natriumhydroxid in 1 1 Wasser, eingestellt mit 1 N 
Salzsaure auf pH 8,0. 

2. Haupttrankung des vorgetrankten Vlieses mit einer Losung, die in 1 1 Ethanol 0,78 g 3-(N-ToluoI-4- 
sulfonyl-L-alanyl oxy)-indol (hergestellt gemafi EP-B-0 012 957, Beispiel 7, 21,7 ml Decanol und 10 
mMol/l Phenylsemicarbazid enthalt. 
30 Tropft man auf dieses Reagenzpapier eine Losung von Leukozyten, so verfarbt sich das Papier blau. 

Fertigt man Testpapiere analog der oben beschriebenen Rezeptur aber ohne den Stabilisator, so erhSIt 
man anfangs vergleichbare Ergebnisse. Bei einer Belastungszeit von 3 Wochen bei 45° C farbt sich das 
Papier aber blaulich. Papiere mit Stabilisator bleiben weifi. 

35 Beispiel 8 

Ein Papier der Firma Schleicher und Schull (23 SL) wird wie folgt impragniert: 

1. Vortrankung durch Hepespuffer 50 mMol/L pH 7,5 

2. Haupttrankung von 1 mMol/l 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-/8-D-Galaktopyranosid (Firma Sigma Chemie 
40 GmbH, Deisenhofen, Deutschland) und 10 mMol/l Phenylsemicarbazid in Methanol. 

Tropft man j8-D-Galaktosidase-L6sung auf das Papier, so erhalt man eine Blaufarbung. Fertigt man 
Testpapiere ohne den Stabilisator, so sind die Ergebnisse anfangs vergleichbar. Bei einer Belastungszeit 
von 3 Wochen bei 45° C farbt sich das Papier aber blaulich. Papiere mit Stabilisator bleiben weifi. 

45 Anspriiche 

1. Verwendung eines 1-Arylsemicarbazides der allgemeinen Formel I 
Ar-NH-NH-CONH 2 (I) 

50 

in der 
Ar 

einen gegebenenfalls durch Alkyl, Alkoxy Oder Halogen substituierten Arylrest bedeutet, 
zur Stabilisierung eines Enzymsubstrats, aus dem durch enzymatische Hydrolyse ein Leukofarbstoff 
55 gebildet werden kann, der seinerseits durch ein Oxidationsmittel zu einem Farbstoff umgesetzt werden 
kann. 

2. Verwendung eines 1-Arylsemicarbazides gemafl Anspruch 1 in Gegenwart eines Oxidationsmittels. 
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Verwendung eines 1-Arylsemicarbazides gemafl einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, da/3 das Enzymsubstrat ein N- und O-substituiertes Aminophenolderivat der allgemeinen Formel II 




ist, in der 
G 

einen organischen oder anorganischen Saurerest oder 
einen Glycosidrest darstellt, 
R 1 und R 2 , 

die gleich oder verschieden sind, Wasserstoff, 

Halogen, S0 3 H, P0 3 H 2 oder ein Salz dieser Sauregruppe, eine Hydroxy-, Nitro-, Carboxy-, 
Carboxamido- oder Cyanogruppe oder eine gegebenenfalls durch einen oder mehrere Hydroxy-, 
Carboxy-, Halogen-, Cyano-, S0 3 H- oder P0 3 H 2 -Reste oder ein Salz eines dieser Saurereste substitu- 
ierte Alkyl-, Alkenyl-, Alkoxy-, Alkylsulfinyl-, Alkylsulfonyl-, Alkoxycarbonyl-, Alkylcarbonyl-, Aryl-oder 
Aralkylgruppe bedeuten oder 

wenn sich beide Reste an benachbarten Kohlenstoffatomen befinden gemeinsam eine 1,4-Butadiendiyl- 
gruppe darstellen, die gegebenenfalls ein-oder mehrmals durch S0 3 H, P0 3 H 2 oder ein Salz dieser 
Sauregruppen, eine Alkyl- oder/und eine Carboxygruppe substituiert ist, 

R3 

Wasserstoff, CO-COOH, SO3H, PO3H2 Oder ein Salz dieser Sauregruppen, eine gegebenenfalls ein- 
oder mehrfach durch Halogen, C0 2 H, SO3H oder/und PO3H2 oder ein Salz dieser Sauregruppen 
substituierte Alkylcarbonylgruppe oder eine gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch S0 3 H, P0 3 H 2 
oder ein Salz dieser Saurereste substituierte Arylcarbonylgruppe ist und 
L 

einen Rest der allgemeinen Formel ill 




wobei 

R* und R 5 , 

die gleich oder verschieden sein konnen, Alkyl bedeuten oder zusammen eine gesattigte Kohlenwas- 
serstoffkette mit 3 - 6 Gliedern darstellen, die durch Sauerstoff, Schwefel oder Stickstoff unterbrochen 
sein kann, wobei Alkyl bzw. die Kohlen wasserstoff kette gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch eine 
Hydroxy-, Carboxy-, Alkoxycarbonyl-, Alkoxy-, SO3H- oder P0 3 H 2 -Gruppe, ein Salz eines dieser 
Saurereste oder Halogen substituiert ist und 
R G und R 7 , 

die gleich oder verschieden sein konnen, Wasserstoff, Halogen, eine Hydroxy- oder Carboxamidogrup- 
pe oder eine gegebenenfalls durch einen oder mehrere Hydroxy-, Carboxy-, Halogen-, SO3H- oder 
P0 3 H 2 -Reste oder ein Salz eines dieser Saurereste substituierte Alkyl-, Alkoxy-, Alkylcarbonyl-, 
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Alkoxycarbonyl-, Aryl- oder Aralkylgruppe bedeutet oder 
L 

einen Pyrazoloheterocyclus-Rest der allgemeinen Formel IV 



darstellt, 
in der 

X-Y NR 8 -CO oder N = CR 9 bedeutet, 

wobei 

R 8 

Wasserstoff oder Alkyl und 
R 9 

Alkyl, Alkenyl, Alkoxy, Alkylthio, Aryl, Aralkyl, gegebenenfalls jeweils substituiert durch Hydroxy, 
Dialkylphosphinyl, 

Carboxy, SOaH, P0 3 H 2 , ein Salz eines dieser Saurereste oder/und Alkoxycarbonyl; 
Amino, das gegebenenfalls durch ein oder zwei gegebenenfalls einen oder mehrere Hydroxy-, Carboxy- 
oder/und Alkoxycarbonylreste tragenden Alkylrest substituiert ist wobei, wenn Amino durch 2 Alkylreste 
substituiert ist, diese Reste auch zu einem Ring geschlossen sein konnen, der au/3er durch das N-Atom 
der Aminogruppe gegebenenfalls auch durch Sauerstoff, Schwefel oder ein weiteres Stickstoffatom 
unterbrochen sein kann, oder Amino gegebenenfalls durch ein oder zwei Acylgruppen, Alkoxy- 
oder/und Aralkoxy-Carbonylgruppen, H2N-CO, Alkyl-, Aralkyl- oder/und Arylcaramoylgruppen substitu- 
iert ist; oder 

Wasserstoff, Carboxy, Alkoxycarbonyl, Carboxamido oder Halogen ist, und 
Z NR 10 -N = N bedeutet 

wobei R 10 Wasserstoff, Alkyl oder Aralkyl ist oder 
Z 

eine ungesattigte Kette mit 3 bis 5 Gliedern aus Stickstoffatomen oder aus Kohlenstoffatomen und 
gegebenenfalls einem oder mehreren Stickstoff- oder Schwefelatomen darstellt, wobei Kohlenstoffato- 
me gegebenenfalls durch Alkyl, Alkoxy, Hydroxyalkyl, Alkylthio, Hydroxy, Aralkyl, Aryl, Carboxy, 
Carboxamido, Alkoxycarbonyl, Cyano, Amino, das gegebenenfalls durch ein oder zwei gegebenenfalls 
einen oder mehrere Hydroxy-, Carboxy- oder/und Alkoxycarbonylreste tragenden Alkylrest substituiert 
ist, oder/und Halogen sowie Stickstoffatome, die nicht uber eine Doppelbindung gebunden sind, 
gegebenenfalls durch Alkyl oder Aralkyl substituiert sind oder zwei benachbarte Kettensubstituenten 
gegebenenfalls eine Alkylengruppe bilden, die ihrerseits gegebenenfalls mit Aryl substituiert oder 
anelliert ist oder ein entsprechender tautomerer Rest. 

Verwendung eines 1-Arylsemicarbazides gema/3 Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da/3 G einen 
Galactosid-, Glucosid-, Mannosid-, N-Acetyl-glucosaminid- oder einen Oligosaccharidrest mit 2 - 10 
Monosaccharid-Einheiten bedeutet. 

Verwendung eines 1-Arylsemicarbazides gema/3 Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da/i G einen N- 
Acetyl-/3-D-glucosaminidylrest darstellt. 

Verwendung eines 1 -Arylsemicarbazides gema/3 Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da/3 

G P03MM', SO3M, einen carboxygebundenen Alkancarbonsaure-, Aminosaure- oder Oligopeptidrest 

und 

M und M' Wasserstoff, ein Alkali-, Erdalkali- oder Ammoniumion bedeuten. 

Verfahren zur Stabilisierung eines Enzymsubstrats, aus dem durch enzymatische Hydrolyse ein 
Leukofarbstoff gebildet werden kann, der seinerseits durch ein Oxidationsmittel zu einem Farbstoff 
umgesetzt werden kann, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Substrat in Kontakt mit einem 1-Arylsemi- 
carbazid der allgemeinen Formel I 
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Ai-NH-NH-CONH 2 (I) 

in der 
Ar 

einen gegebenenfalls durch Alkyl, Alkoxy oder Halogen substituierten Arylrest bedeutet, 
gebracht wird. 

8. Diagnostisches Mittel zur kolorimetrischen Bestimmung eines Enzyms enthaltend ein Enzymsubstrat 
aus dem durch enzymatische Hydrolyse ein Leukofarbstoff gebildet werden kann, der seinerseits durch 
ein Oxidationsmittel zu einem Farbstoff umgesetzt werden kann, dadurch gekennzeichnet, dafi es zur 
Stabilisierung des Enzymsubstrats ein 1 -Aryisemicarbazid der allgemeinen Formel I 

Ar-NH-NH-CONH 2 (I) 

in der 
Ar 

einen gegebenenfalls durch Alkyl, Alkoxy oder Halogen substituierten Arylrest bedeutet, 
enthalt. 

9. Diagnostisches Mittel gemafl Anspruch 8, dadurch ge-kennzeichnet, da/J es zusatzlich ein Oxidations- 
mittel enthfilt 

10. Diagnostisches Mittel gemafl einem der AnsprUche 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, da/3 es die 
Komponenten in tragergebundener Form enthalt. 
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Abstract of EP0433853 

The invention relates to the use of a 1- 
arylsemicarbazide of the general formula I Ar- 
NH-NH-CONH2 (l> in which Ar is an optionally 
alkyl- alkoxy- or halogen-substituted aryl radical, 
for the stabilisation of an enzyme substrate from 
which a leuko dye can be formed by enzymatic 
hydrolysis and can in turn be converted by an 
oxidising agent into a dye, to a corresponding 
stabilisation procedure and to a diagnostic 
composition containing a stabiliser of this type. 
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